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RGD-FasL 羟乙基壳聚糖缓释纳米粒制备及生物学研究
刘 彬1，3，张 晶2，杨晶晶1，黄小平1，张敏萍1，罗芳洪1，庄国洪1
( 1． 厦门大学 医学院 抗癌中心，福建 厦门 361005; 2． 厦门市第二医院 检验科，
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摘 要: 目的 使用羟乙基壳聚糖制备纳米颗粒( NPs) ，用来包载 RGD-FasL 融合蛋白( RF) ，鉴定其功能并评
估其在肝癌治疗中的作用。方法 采用离子凝胶法制备 RF羟乙基壳聚糖缓释纳米粒( RF-NPs) ;通过透射电镜、动
态光散射法考察其理化性质;用紫外分光光度仪检测蛋白浓度来计算其载药率、包封率和体外释放度;通过 MTT
比色法检测对 H22 细胞增殖活性的影响，应用 H22 细胞建立小鼠肝癌模型进行体内抑瘤研究。结果 制备的 RF-
NPs呈球形或类球形，平均粒径 198． 3 nm，Zeta 电位 + 25 mV，包封率较高，且具有缓释效果，150 mg /L 浓度时对
H22 细胞抑制率大于 70% ，并能在小鼠体内产生比较明显的抑瘤效果。结论 离子凝胶法制备 RF-NPs 的条件缓
和、方法简单，是癌症治疗中具有很好的前景的蛋白药物载体。
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Preparation and bioactivities assaying of RGD-FasL glycol chitosan based nanoparticles
LIU Bin1，3，ZHANG Jing2，YANG Jing-jing1，HUANG Xiao-ping1，ZHANG Min-pin1，
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Abstract: Purpose To prepare nanoparticles for encapsulating RGD-FasL with glycol chitosan and to
evaluate the functions of nanoparticles and the roles in therapy for cancer of the liver． Methods RGD-
FasL glycol chitosan based nanoparticles ( RF-NPs) were prepared by ionic gelation method． The physic-
chemical properties were determined by the way of TEM and DLS． The release behaviour in vitro was de-
termined． The encapsulation efficiency and loading rate of RF-NPs were examined with ultraviolet spectro-
photometer． H22 Cell proliferative activity was examined by MTT． Anticancer effect of the H22 hepatoma
model established in mice was evaluated． Results The obtained RF-NPs were approximately spherical in
shape with average particle size of 198． 3 nm，Zeta potentials of + 25 mV． When RF-NPs concentration
was to 150 mg /L，its H22 tumor inhibitory rate can be over 70% in vivo． Also RF-NPs showed obvious
tumor inhibiting effect and manifested sustained-release of RF in vitro． Conclusion RGD-FasL-NPs pre-
pared by ionic gelation method was simple with mild preparing conditions and had the potential to make
cancer therapy in vivo achievable．
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GCS( 相对分子质量为 82． 1 kD) ，Sigma 公司;
多聚磷酸钠( TPP，分析纯) 、冰乙酸( 分析纯) ，上海
生工生物工程有限公司。
Model 3550 酶标仪，Bio-Rad 司; JEM2100HC 透
射电子显微镜，日本电子株式会社。
1． 2 动物及瘤株
雄性昆明小鼠 48 只，体重( 20 ± 2) g，厦门大学





GCS 适量，溶于双蒸水中，用 0． 45 μm 滤纸过
滤，配制成质量浓度为 2 mg /mL 的溶液。TPP 溶于
双蒸水，配制成质量浓度为 10 mg /mL 的溶液。采
用离子凝胶法，将 1． 0 mg /mL RF 溶液与 GCS 溶液
按 1∶4 比例混合，用冰乙酸调节 pH 值至 4． 5，在持
续磁力搅拌下，以 20 ～ 40 滴 /min 速度滴加 TPP 溶
液，直至溶液呈现乳光为止，继续搅拌 20 min，RF 即
包封于 NPs 中，得到 RF-NPs。空白纳米粒 ( Blank
NPs) 采用同样方法制备。
1． 4 NPs的理化性质
1． 4． 1 粒径、粒径分布 采用动态光散射法( DLLS
氢离子激光器，波长 670 nm，25 ℃、动态光散射角
90°) 对 NPs 的粒径、粒径分布进行检测，平均粒径
根据 Stokes-Einstein 公式进行计算。
1． 4． 2 NPs 形态的观察 用铜网打捞样品溶液中
的 NPs，多余的液体用滤纸迅速吸去，置空气中自然
干燥，于透射电镜下观察其形态。
1． 4． 3 包封率和载药量测定［9］ 将新制备的 NPs
溶液于 25 ℃，20 000 r /min 离心 30 min，沉淀冻干后
称重，计算纳米粒浓度; 上清液中的蛋白浓度，即为
未被包封的 RF 浓度。蛋白浓度测定采用 Bradford
法，以 Blank NPs 离心后所得上清液为对照，每个样
品重复 4 次。
包封率( % ) = ［( 总蛋白量 － 游离蛋白量) /总
蛋白量) ］× 100%。载药量( % ) = ［( 总蛋白量-游
离蛋白量) /纳米粒量］× 100%。
1． 5 NPs释放度检测［9］
将载 RF-NPs 溶液 20 mL 离心，弃上清液，加入
磷酸盐缓冲液( PBS，pH 7． 4) 20 mL 后轻微振荡，在
第 2，4，8，16，24，48 h 时取样 500 μL，离心，测定蛋
白浓度，同时向原样品补入 PBS 500 μL，继续振荡，
每个样品测定 4 次。计算释放度。
1． 6 MTT 法检测对 H22 细胞增殖活性的影响［5］
取对数生长期的 H22 细胞，计数后以 3 × 105
个 /mL，100 μL /孔接种于 96 孔培养板中，细胞培养
过夜，试验组分别加入 Blank NPs ( 终浓度为 100，
200，300，400 μg /mL) ，RF ( 终浓度为 30，60，120，
180 μg /mL ) ，RF-NPs ( 终 浓 度 为 30，60，120，180
μg /mL) ; 阴性对照组中仅加细胞不加药物，空白对
照孔中不加药物和细胞，阳性对照组加入紫杉醇
( 终浓度为 0． 04 mg /L) 。各组各浓度设 5 个平行
孔，37 ℃，培养 24 h 后加入 5 mg /mL MTT 溶液 20
μL /孔，继续培养 4 h，弃上清，每孔加入二甲亚砜
200 μL 振荡，用酶标仪测定在 570 nm 波长处的吸
光度( A) 值，实验重复 3 次，计算细胞抑制率。
1． 7 肿瘤动物模型的的建立及药物治疗
1． 7． 1 肿瘤动物模型的的建立 取肝癌细胞 H22，
移植至 40 只 9 ～ 12 周龄的雄性昆明小鼠右腋旁
( 腋周毛已除尽) ，每只 1 × 106 个细胞( 即 0． 1 mL) 。
待所有小鼠长出肿瘤后，随机将 40 只小鼠分成 5
组，每组 8 只: PBS 组、RF 组、RF-NPs 组、Blank NPs
组、环磷酰胺( CTX) 组。
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1． 7． 2 药物治疗及检测 RF、RF-NPs、Blank NPs
浓度为 0． 2 mg /mL，按 200 μL /只，CTX 按 100 mg /












2． 2 壳聚糖 NPs适宜浓度测定
图 1 Blank NPs( A) 和 RF-NPs( B) 的透射电镜照片
Fig． 1 TEM imaging of Blank NPs( A) and RF loaded NPs( B)
结果见图 2。为确定壳聚糖 NPs 的适宜应用浓
度，分别加入壳聚糖 NPs 作用于 H22 细胞，其抑制
率分别为 3． 04%，4． 28%，8． 12% 和 12． 27%，紫杉
醇对 H22 细胞抑制率达 67． 74%。
2． 3 RF-NPs释放度的考察
结果见图 3。RF-NPs 2 h 时的释放为 38． 94%，
8 h 时达到 71． 78%，随后缓慢持续释放，至 48 h 时
达到 81． 10%。
表 1 Blank NPs 和 RF-NPs 理化性质
Tab． 1 The physic-chemical properties of NPs and RF loaded NPs
样 品 平均粒径 /nm 粒径分布指数 Zeta 电位 载药率 /% 包封率 /%
空白纳米粒 183． 4 0． 189 + 21． 0 － －
RF 蛋白纳米粒 198． 3 0． 197 + 25． 2 7． 75 ± 0． 29 78． 94 ± 0． 32
图 2 不同浓度 Blank NPs MTT 毒性试验结果
Fig． 2 Viability of mice hepatitis cell lines H22 in response to
Blank NPs in MTT assay
图 3 RF-NPs 的 RF 释放度检测
Fig． 3 RF release profiles from RF loaded nanoparticles
2． 4 RF-NPs对细胞的抑制效果
浓度为 30，60，120，180 mg /L RF 和 RF-NPs 分
别作用于 H22 细胞 24 h 后，通过 MTT 检测 RF 的抑
制率分别为 31． 52%，41． 97%，65． 17% 和 80． 67% ;
RF-NPs 的 抑 制 率 分 别 为 39． 77%，63． 55%，
78． 21%和 86． 1%。相同浓度下，RF-NPs 对 H22 细




PBS 组和 Blank NPs 组的肿瘤重量分别为( 3． 96 ±
0． 55) 和( 3． 76 ± 0． 31 ) g，明显高于 RF 组的( 2． 58
± 0． 36 ) g 和 RF-NPs 组的( 2． 11 ± 0． 26 ) g ( P ＜
0． 05) ; RF 组、RF-NPs 组 的 肿 瘤 重 量 与 CTX 组
( 1． 95 ± 0． 49 ) g 相比，无显著性差异( P ＞ 0． 05 ) 。
RF 组和 RF-NPs 组体重变化( 实验结束时的体重 －
开始给 药 时 的 体 重 ) 分 别 为 ( 11． 28 ± 3． 39 ) 和
( 11． 69 ± 2． 31) g，均显著高于 CTX 组 的( 7． 00 ±
2． 54) g( P ＜ 0． 05 ) ，PBS 组和 Blank NPs 组的体重
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本实验通过制得离子交联法的 Blank NPs 和
RF-NPs，其粒径平均值分别为 183． 4 nm 和 198． 3
nm，粒径分布指数分别为 0． 189 和 0． 197，符合纳米
级标准，Zeta 电位分别为 + 21． 0 mV 和 + 25． 2 mV，
结果均大于 + 20 mV，说明 NPs 较为稳定。通过释
放度实验明确 2 h 时 RF 释放率为 38． 94%，并发生
突释现象，到 8 h 释放率为 71． 78%，并持续缓慢释
放。Gan 等［9］认为初始阶段出现的突释可能是由于
被包裹在 NPs 外围的蛋白从 NPs 上脱附，之后由于
NPs 的溶解和降解，使被包封在内部蛋白缓慢释放。
通过 MTT 检测发现，在浓度 100 ～ 200 mg /L
时，NPs 的细胞死亡率小于 5% ，而浓度为 300 ～ 400
mg /L 时细胞的死亡率为 8． 12% ～ 12． 27%，但细胞
平均存活率均显著高于紫杉醇阳性对照组 ( P ＜
0． 05 ) ，故选用 100 ～ 200 mg /L 浓度 RF 及 NPs 进行
进一步研究。并且 H22 细胞对 RF 和 RF-NPs 呈剂
量依赖性，浓度为 30 ～ 180 mg /L 时 H22 细胞的生
长抑 制 率 分 别 为 39． 8% ～ 86． 1% 和 31． 5% ～
80． 7%，抑制效果接近，说明 RF-NPs 与 RF 具有相
同的作用效果，NPs 并未改变 RF 本身的活性。
采用昆明种小鼠建立 H22 肝癌模型，结果显示
连续给药 10 d 后，与 RF 组的肿瘤重量相比，RF-
NPs 组的肿瘤重量更低，说明 RF-NPs 对肿瘤生长的
抑制作用更明显，与 CTX 组相比，RF-NPs 组小鼠肿
瘤重量略高，无显著性差异，同时 RF 组和 RF-NPs
组体重增加值与 PBS 组和 Blank NPs 组相近，均明
显高于 CTX 组，说明 RF-NPs 抑瘤作用与 CTX 相近
并且毒性更小。
我们将在以后的试验中通过优化纳米粒的制备
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